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resumo 
 
 
O presente estudo teve por objectivos o estudo in situ da actividade 
fotossintética e a caracterização do estado de fotoaclimatação do 
microfitobentos estuarino, utilizando fluorometria de pulso modulado (PAM). 
Foram realizadas duas campanhas de amostragem ao longo de dois ciclos 
semi-lunares de maré (Julho e Novembro de 2004), no Canal de Ílhavo da Ria 
de Aveiro. Durante os períodos de baixa-mar diurnos foram medidos 
parâmetros de fluorescência: o rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m), a 
fluorescência mínima (Fo), e a eficiência máxima do fotossistema II (Fv/Fm), e 
parâmetros físicos: a salinidade (S), a temperatura (T), e a irradiância (E), em 
amostras intactas de sedimento. O estado de fotoaclimatação das 
comunidades de microfitobentos foi caracterizado pela medição da resposta à 
luz da taxa de transporte de electrões (ETR) e do amortecimento não-
fotoquímico (NPQ, indicador da capacidade de fotoprotecção), pela construção 
curvas de ETR vs. E e NPQ vs. E, em suspensões de microalgas. Todos os 
parâmetros medidos in situ apresentaram uma elevada variabilidade horária, 
caracterizada por decréscimos muito acentuados nos valores de ∆F/Fm’ e 
Fv/Fm, sob irradiâncias superiores a 500 µmol m-2s-1. Em condições 
laboratoriais constantes, verificou-se também uma elevada variabilidade 
horária nos parâmetros obtidos a partir das curvas de luz. Em Julho, foram 
observados os valores mais elevados da taxa máxima de transporte de 
electrões (ETRm) e do parâmetro de saturação luminosa (Ek,), e valores mais 
baixos de NPQ no escuro (NPQ(0)) e de NPQ máximo (NPQ(1700)). Os 
resultados sugerem que em condições naturais o historial luminoso recente 
tem um papel crucial na resposta fotossintética às variações de intensidade 
luminosa pelo microfitobentos estuarino. Por outro lado, indicam uma variação 
sazonal no estado de fotoaclimatação das microalgas e na capacidade de 
desenvolvimento de mecanismos de fotoprotecção. A variação sazonal na 
resposta à luz foi acompanhada por uma substancial mudança na composição 
taxonómica das amostras de microfitobentos, o que foi interpretado como 
resultado de alterações na resposta fotoprotectora associada à aclimatação a 
condições de Inverno.  
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abstract 
 
The aim of this study was the in situ study of the photosynthetic activity and the 
characterisation of the photoacclimation response of estuarine 
microphytobenthos, using pulse amplitude modulated fluorometry (PAM). 
Sampling was carried out in two spring-neap tidal cycles (July and November, 
2004) in the Canal de Ílhavo, Ria de Aveiro, Portugal. During low tide, 
fluorescence parameters: the effective quantum yield of the PSII (∆F/F’m), the 
minimum fluorescence (Fo) and the maximum quantum yield of PSII (Fv/Fm), 
and physical parameters: salinity (S), temperature (T), and irradiance (E), were 
measured in intact microphytobenthos assemblages. The photoacclimation 
status of the microphytobenthos assemblages was characterised by measuring 
the light response of the electron transport rate (ETR) and the non-
photochemical quenching (NPQ, photoprotective capacity) by constructing ETR 
vs. E and NPQ vs. E curves, in suspensions of microalgae. A high hourly 
variability was found for all parameters measured in situ, characterised by 
significant decreases in ∆F/Fm’ and Fv/Fm values under irradiances above 500 
µmol m-2s-1. Also in laboratory constant conditions it was found a large hourly 
variability in all light curve parameters. Higher values of maximum rate of 
electron transport (ETRm) and saturation parameter (Ek), and lower values of 
NPQ in the dark (NPQ(0)) and maximum NPQ (NPQ(1700)) were found in the 
summer sampling period. These results suggest that recent light history of 
microphytobenthos, in natural conditions, plays a role in the photosynthetic 
response to variation in ambient irradiance. On the other hand, a seasonal 
change was observed regarding the photoacclimation status of the microalgae 
and the development of photoprotective mechanisms. This seasonal variation 
in the light response was found to be associated to substantial changes in the 
taxonomic composition of microphytobenthos assemblages, and was 
interpreted as a resulting from changes in the potential photoprotective 
associated to thermal acclimation to winter conditions.  
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1.1 O microfitobentos estuarino 
 
Os estuários são ecossistemas com elevada importância do ponto de vista 
científico. A elevada produtividade biológica destes sistemas confere-lhes um importante 
interesse ecológico, sendo há muito reconhecidos como dos mais produtivos da biosfera 
(Odum 1968). Nos sistemas estuarinos sujeitos à acção das marés, parte da 
produtividade primária deve-se à actividade fotossintética de comunidades de microalgas 
bênticas que habitam as zonas intertidais, denominadas genericamente por 
microfitobentos (MacIntyre et al. 1996). O microfitobentos estuarino é constituído 
predominantemente por microalgas pertencentes ao grupo das diatomáceas 
(Bacillariophyceae), embora outros grupos de microalgas como euglenófitas 
(Euglenophyceae) e cianobactérias (Cyanobacteria) possam também ocorrer (Underwood 
& Kromkamp 1999, Paterson & Hagerthey 2001). A ocorrência de movimentos verticais 
rítmicos de diatomáceas, formando à superfície do sedimento intertidal aglomerados 
durante o período de baixa-mar diurna é uma característica conspícua, da ecologia do 
microfitobentos das zonas intertidais (Round & Palmer 1966, Serôdio et al. 1997, 
Kingston 1999). As diatomáceas bênticas podem ser classificadas como epipsâmicas 
(formas aderentes aos grãos de sedimento) ou epipélicas (formas com vida livre que 
exibem capacidade de migração vertical, típicas dos sedimentos vasosos) (Round 1971, 
Admiraal 1984, Consalvey et al. 2004). Estas microalgas que colonizam os sedimentos 
intertidais segregam substâncias polissacáridas ricas em hidratos de carbono (EPS) 
(Smith & Underwood 1998, Staats et al. 2000). Os biofilmes microfitobênticos interagem 
na interface sedimento-água, na troca de nutrientes (Nedwell et al. 1999) e na 
bioestabilização do sedimento (Paterson 1989,Underwood & Paterson 1993, Paterson et 
al. 2000,Yallop et al. 2000, Orvain et al. 2003). Os sedimentos finos estuarinos possuem 
geralmente um elevado conteúdo de matéria orgânica, com elevadas taxas de 
mineralização bacteriológica e concentração de nutrientes dissolvidos, enquanto que, os 
sedimentos arenosos são mais oligotróficos (Admiraal 1984, Underwood & Kromkamp 
1999). Segundo Underwood & Kromkamp (1999), de um modo geral, os nutrientes não 
são limitantes das taxas de fotossíntese em sistemas vasosos. 
 As zonas intertidais são caracterizadas pela sobreposição dos ciclos de maré e 
dia/noite, que forçam a variabilidade de parâmetros determinantes das taxas de 
fotossíntese, nas escalas de tempo horária, semi-lunar e sazonal (Serôdio et al. 1999). 
Em latitudes temperadas, os sedimentos intertidais podem ficar expostos a temperaturas 
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elevadas (> 30º C, Blanchard et al. 1996, Serôdio et al. 1999), podendo a temperatura da 
camada superficial facilmente variar 10º C durante o período de emersão (Harrison 1985).  
Existem três factores principais que são referidos como reguladores da taxa de 
fotossíntese em microfitobentos: disponibilidade de luz (Barranguet et al. 1998, Perkins et 
al. 2001), temperatura (Blanchard et al. 1996, Guarini et al. 1997) e disponibilidade de 
CO2 (Underwood & Kromkamp 1999). Contudo, as comunidades microfitobênticas 
intertidais conseguem manter taxas de fotossíntese muito elevadas, contribuindo para 
que as taxas de produção primária destas zonas sejam das mais elevadas da biosfera 
(MacIntyre et al. 1996). A manutenção deste desempenho fotossintético pelo 
microfitobentos estuarino, exige o recurso a diferentes processos fisiológicos que 
maximizem a actividade fotossintética. Por um lado o elevado desempenho fotossintético, 
requer uma elevada capacidade fotossintética, de forma a maximizar a utilização de 
energia pela via fotoquímica (Serôdio et al. 2005a); Por outro, o uso de mecanismos 
fotoprotectores para a dissipação de energia excessiva absorvida, impossível de ser 
utilizada fotoquimicamente, e que são denominados genericamente por mecanismos de 
amortecimento não-fotoquímico (NPQ). Em diatomáceas, este processo de NPQ consiste 
num mecanismo reversível rápido de dissipação de energia (qE – amortecimento 
reversível) e em mudanças reversíveis lentas que envolvem danos no aparelho 
fotossintético (qI – amortecimento fotoinibitório) (Quick & Horton 1984, Müller et al. 2001). 
O mecanismo de amortecimento reversível está associado ao ciclo das xantofilas. A 
regulação fotoprotectora da actividade do PSII envolve a operação do ciclo das xantofilas, 
com a conversão reversível rápida nos complexos de antena do fotossistema II (PSII) do 
pigmento diadinoxantina (DD) em diatoxantina (DT), diminuindo a transferência de 
excitões capturados para os centros de reacção (Olaizola & Yamamoto 1994). Ainda se 
verifica, a existência de mecanismos de reparação de danos causados no aparelho 
fotossintético pelo excesso de energia absorvida e não dissipada pela via não-
fotoquímica, nomeadamente através da síntese de novo de proteína D1 destruída (Aro et 
al. 1993, Waring et al. 2006). A proteína D1 constitui uma das subunidades dos centros 
de reacção do PSII, que reactiva rapidamente devido a danos foto-oxidativos (Aro et al. 
1993). Esta proteína é uma componente essencial do PSII e faz a ligação entre os 
primeiros dadores e aceitadores activos da cadeia de transporte de electrões do PSII. Por 
último, de forma a poder lidar com a variabilidade de irradiância disponível, muito variável 
ao longo dos ciclos de maré, estas comunidades apresentam uma elevada plasticidade 
no estado de fotoaclimatação (Powles 1984, Prásil et al. 1992, Aro et al. 1993).  
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Os organismos fotossintéticos respondem à variabilidade de luz através da 
fotoaclimatação, uma regulação fenotípica reversível, ajustando mudanças no conteúdo 
dos pigmentos componentes da cadeia de transporte fotossintético e no metabolismo de 
enzimas do ciclo de Calvin (MacIntyre et al. 2002). A fotoaclimatação pode dar-se num 
intervalo de escalas de tempo, desde dias a poucos minutos, como ocorre no ciclo das 
xantofilas com a produção de pigmentos de dissipação de energia (MacIntyre et al. 2000, 
Müller et al. 2001). A contribuição relativa destes vários processos tem vindo a ser 
estudada em vários grupos de organismos fotossintéticos tais como ervas marinhas 
(Ralph et al. 1998, 2002b, Silva e Santos 2003), corais (Ralph et al. 1999, 2002a) 
microalgas do gelo (Kühl et al. 2001, Glud et al. 2002), macroalgas (Longstaff et al. 2002, 
Gévaert et al. 2003) e biofilmes microfitobênticos (Serôdio et al. 2005a). Nestes estudos, 
os resultados obtidos tem mostrado a ocorrência de variações rítmicas em vários 
parâmetros fotofisiológicos, que têm sido interpretados como adaptações à variabilidade 
periódica que caracteriza o ambiente intertidal.  
 
 
1.2. Fluorometria de pulso modulado  
 
A fluorometria de pulso modulado (PAM - “pulse amplitude modulated”) tem sido 
crescentemente utilizada para o estudo das comunidades de microalgas. Esta 
metodologia foi desenvolvida para o estudo da fotossíntese de plantas in vivo, introduzida 
por Schreiber et al. (1986), e tem sido cada vez mais utilizada em corais, ervas marinhas, 
macroalgas, fitoplâncton e microfitobentos estuarino. Recentemente, tem sido muito 
aplicada em microfitobentos estuarino, principalmente por possibilitar a medição de vários 
parâmetros de forma rápida e prática e pela natureza não-intrusiva das medições na 
amostra (Serôdio et al. 2001). Por outro lado, a natureza portátil de muitos fluorómetros, 
contribui para o aumento da viabilidade dos estudos realizados in situ (Consalvey et al. 
2005). Os fluorómetros PAM medem a fluorescência (fracção de luz absorvida pelos 
pigmentos fotossintéticos que é re-emitida como luz vermelha) que é emitida como 
resposta a um feixe de luz excitação, feito incidir sobre a amostra por um feixe de fibras 
ópticas colocadas perto da superfície. A aplicação deste tipo de metodologia tem por 
pressuposto que, um incremento na Clorofila a (Chl a) superficial do sedimento, resultará 
num incremento proporcional na intensidade do sinal de fluorescência (Serôdio et al. 
1997, Honeywill et al. 2002, Consalvey et al. 2005). 
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A fluorescência da Chl a é um indicador das reacções de fotossíntese que 
ocorrem nos cloroplastos e é um processo muito competitivo. Existem três tipos de 
complexos proteicos de clorofila nas membranas dos tilacóides dos cloroplastos das 
microalgas: os complexos de antena (LHC), o fotossistema II (PSII) e o fotossistema I 
(PSI). Os diferentes processos que competem entre si e que reduzem a fluorescência são 
denominados genericamente por mecanismos de amortecimento. Podem ser distinguidos 
dois mecanismos diferentes de amortecimento: amortecimento fotoquímico (qP), que 
diminui a fluorescência, transferindo excitões para a cadeia de transporte de electrões, e 
o amortecimento não-fotoquímico (NPQ), que envolve todos os mecanismos que não 
transferem energia para a cadeia de transporte de electrões (qE e qI) (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Diagrama esquemático dos mecanismos que regulam a actividade do PSII. O fluxo de 
fotões induzido pela energia de luz absorvida leva à competição de diferentes mecanismos: o 
amortecimento fotoquímico, a dissipação térmica e a emissão de fluorescência. 
 
 
 
A fluorescência da Chl in vivo é originada principalmente pela Chl a no PSII. 
Quando uma amostra é adaptada ao escuro, os centros de reacção do PSII encontram-
se “abertos” e o rendimento da fluorescência será mínimo (Fo) (ver Tabela 1) 
representando o rendimento da fluorescência na ausência de qualquer processo 
fotoquímico ou não-fotoquímico (Schreiber et al. 1986). Com a aplicação de um pulso de 
luz saturante os centros de reacção do PSII “fecham” provocando um aumento da 
Amortecimento 
fotoquímico 
Fotões 
Amortecimento 
não-fotoquímico 
(dissipação térmica) 
Fluorescência 
   Cadeia transporte de electrões 
PSII 
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fluorescência até um valor máximo (Fm). A diferença entre Fo e Fm é denominada por 
fluorescência variável (Fv), e pode ser utilizada para determinar a eficiência máxima de 
luz do PSII (Fv/Fm) (ver Tabela 1). A fluorescência mínima (Fo) é frequentemente utilizada 
como indicador da biomassa produtiva microfitobêntica (Consalvey et al. 2004a). Vários 
autores encontraram uma relação linear entre a fluorescência mínima e a biomassa 
produtiva microfitobêntica em estudos laboratoriais e in situ (Schreiber et al. 1986, 
Serôdio et al. 1997, Barranguet & Kromkamp 2000, Serôdio et al. 2001, Honeywill et al. 
2002).  
Quando a fluorescência é medida sob condições de luz contínua os parâmetros Fs 
e F’m são obtidos. A diferença entre Fs e F’m pode ser utilizada para determinar o 
rendimento quântico efectivo do PSII, ∆F/F’m calculado por (Genty et al. 1989): 
 
∆F/F’m = (F’m - Fs) / F’m                                                                                                                                                                    (1) 
 
A taxa relativa de transporte de electrões, que é uma aproximação da taxa de 
transporte de electrões para a cadeia fotossintética, é calculada por (Genty et al. 1989): 
 
ETRrel = E x ∆F / F’m                                                                                                            (2)                                                              
                           
O amortecimento não-fotoquímico foi calculado através da expressão (Schreiber 
et al. 1994): 
 
NPQ= (F’m m - F’m) / F’m,                                                                                                                                                    (3) 
 
onde F’m m corresponde ao valor de F’m máximo, medido sob irradiância baixa durante a 
curva de luz, devido à frequente ocorrência de valores de F’m mais elevados que Fm. 
 
Tabela 1. Notação utilizada neste estudo. 
Parâmetros Definições 
α,  Declive inicial e parâmetro fotoinibitório da curva de luz (µmol – 1 
m2 s) 
∆F/F’m Rendimento quântico efectivo do PSII (sem unidades) 
E Irradiância (400 – 700 nm) (µmol m – 2 s – 1) 
Ek Parâmetro de saturação luminosa (µmol m – 2 s – 1) 
ENPQmin Irradiância sob a qual NPQ atinge o valor mínimo  
Introdução 
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ETR Taxa de transporte de electrões 
ETRm Taxa de transporte de electrões máxima  
F’m m F’m máximo medido sob irradiância baixa (unidades arbitrárias) 
Fo, Fm Fluorescência mínima e máxima de uma amostra adaptada ao 
escuro (unidades arbitrárias) 
Fs, F’m Fluorescência em estado estacionário e máxima emitida por uma 
amostra adaptada à luz (unidades arbitrárias) 
Fv/Fm Eficiência quântica máxima do PSII (sem unidades) 
NPQ Amortecimento não-fotoquímico da fluorescência (sem unidades) 
NPQ (E) NPQ medido sob irradiância E  
 
 
1.3 Objectivos 
 
Apesar da fluorometria PAM ter vindo a ser crescentemente utilizada em estudos 
sobre o microfitobentos estuarino, esta metodologia tem sido pouco utilizada em 
medições in situ, com amostras intactas de sedimento. O presente trabalho tem por 
primeiro objectivo o estudo in situ da actividade fotossintética do microfitobentos 
estuarino, com a obtenção de séries temporais in situ de elevada resolução, do 
rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m) e de parâmetros que caracterizam a 
biomassa produtiva (Fo). Embora a presença de ritmos migratórios no microfitobentos 
seja reconhecida como uma possível adaptação comportamental associada à 
fotoprotecção do aparelho fotossintético das microalgas bênticas (Kromkamp et al. 1998; 
Consalvey et al. 2004), a importância dos processos associados ao NPQ ainda não foi 
devidamente estudada para estas comunidades. Deste modo, este estudo tem ainda o 
objectivo de caracterizar o estado de fotoaclimatação das comunidades microfitobênticas, 
da sua variabilidade nas escalas horária e sazonal, pela avaliação da variabilidade de 
parâmetros fotofisiológicos e comparando parâmetros caracterizadores da 
fotoaclimatação. 
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2.1. Local de estudo 
 
A Ria de Aveiro é o sistema estuarino mais extenso na Costa Noroeste de 
Portugal (40º 38’ N, 8º 44’ W), sendo o seu comprimento de 45 km e a sua largura de 10 
km. Em marés vivas, a área coberta pela preia-mar é de 83 Km2 sendo reduzida a 66 Km2 
em baixa-mar (Dias et al. 1999, Dias et al. 2000). A circulação da água na ria é causada 
principalmente pela propagação da maré. As marés são propagadas pelo canal da Barra, 
com cerca de 4000 m2 de secção, e são de tipo semi-diurno com uma amplitude média de 
cerca 2 m (Cunha et al. 2003, Dias et al. 2000). A profundidade média deste sistema 
estuarino é de 1 m e a profundidade máxima, mantida artificialmente nos canais de 
navegação, varia entre 4 e 7 m. A Ria de Aveiro é um estuário com morfologia complexa 
e compreende um ecossistema muito produtivo caracterizado por um elevado número de 
estreitos canais e de zonas intertidais com elevado valor ecológico e económico (Dias et 
al. 2000). Os Canais de Ovar, Mira, Ílhavo e São Jacinto são os mais importantes neste 
sistema estuarino que recebe água doce vinda principalmente de dois rios, o rio Antuã e 
o rio Vouga. O estudo foi realizado no Canal de Ílhavo (40 º 35 ‘N, 8º 41’ W) (Figura 1). O 
local de amostragem situou-se próximo da Vista Alegre, num pequeno braço da margem 
esquerda do canal (Figura 1 B e C). O local é caracterizado por um baixo hidrodinamismo 
e está sujeito a um período de emersão que varia entre 6 a 7 h, ao longo do ciclo semi-
lunar de marés. Em termos granulométricos, o sedimento é composto maioritariamente 
(90%) por partículas de dimensão inferior a 63 µm e representa um habitat característico 
das zonas intertidais, colonizado por comunidades de microfitobentos dominadas por 
diatomáceas sobretudo dos géneros Navicula, Nitzschia e Gyrosigma (Serôdio et al. 
2005a). 
 
                                       
2.2. Estratégia de amostragem 
 
Para a realização deste estudo, foram efectuadas duas campanhas de 
amostragem ao longo de dois ciclos semi-lunares de maré. O primeiro período de 
amostragem decorreu entre 14 e 28 de Julho, e o segundo entre 8 e 21 de Novembro de 
2004. Em cada período de amostragem o trabalho foi repartido em duas fases: (1) a 
realização de medições in situ durante fotoperíodos completos realizadas nos dias 14, 17, 
20 e 27 de Julho e 8, 11, 14, 17 e 20 de Novembro e (2) a realização de experiências 
laboratoriais complementares no dia seguinte ao das medições in situ. Foram usadas 
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amostras intactas de sedimento durante as medições in situ e suspensões de 
microfitobentos nas experiências laboratoriais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Localização e mapa da Ria de Aveiro com indicação do local de amostragem (A e B). 
Aspecto do local de estudo em preia-mar (C) e em baixa-mar (D). 
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2.3. Medições in situ 
 
2.3.1. Sistema de medição 
 
Em cada período semi-lunar consideraram-se dois tipos de dias: dias com a 
ocorrência de um único período de baixa-mar diurno (dias 23 e 27 de Julho e dias 11, 14 
e 17 de Novembro) e dias com a ocorrência de dois períodos de baixa-mar diurnos (dias 
14 e 17 de Julho e dia 8 de Novembro). As medições in situ foram efectuadas durante os 
períodos de baixa-mar, num sistema de medição montado na margem do canal. Este 
sistema foi constituído por quatro replicados de sedimento intacto (Figura 3 A e E). As 
medições de fluorescência efectuaram-se em três réplicas e as medições de parâmetros 
físicos (salinidade e temperatura) efectuaram-se na réplica restante, colocada nas 
mesmas condições que as anteriores. No local de amostragem as amostras de 
sedimento foram colhidas utilizando corers cilíndricos de plástico com 3,6 cm de diâmetro 
interno (Figura 3 F). Com o auxílio de um êmbolo o sedimento foi elevado até cerca de 1 
cm da superfície do corer. Cada amostra foi colocada num recipiente com água e sob a 
superfície do sedimento fez-se incidir uma fibra óptica com uma posição fixa (inclinação 
de cerca de 45º e à distância de 1 mm da superfície do sedimento) (Figura 3 D), tentando 
assim manter as condições constantes ao longo de todo o período de medições in situ. 
Evitou-se o ensombramento sob a superfície das amostras. Nos dias constituídos por 
dois períodos de baixa-mar, as amostras de sedimento foram recolocadas no local de 
colheita, durante o período de preia-mar, permitindo assim utilizar as mesmas amostras 
de sedimento, na baixa-mar seguinte.  
 
 
2.3.2. Medições de fluorescência 
 
Para as medições de fluorescência in situ foi utilizado um fluorómetro PAM portátil 
(Junior-PAM, Gademan Instruments GmbH, Wurzburg, Alemanha), usando uma fibra 
óptica de 1,5 mm de diâmetro (Figura 3 C). O júnior PAM usa uma luz modulada azul 
(LED com pico de emissão a 470 nm em que metade da largura da banda é de 20 nm) 
como fonte de luz de excitação, saturante e actínica. Em cada amostra foi aplicado um 
pulso de luz saturante, com intervalos regulares de 15 minutos, de modo obter com 
elevada resolução, a variabilidade temporal de ∆F/F’m. Posteriormente ao pulso saturante, 
as amostras foram colocadas no escuro, durante 2 minutos e outro pulso foi aplicado, de 
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A 
C 
D E 
B 
modo a obter a fluorescência mínima (Fo) e máxima (Fm) e a determinar a eficiência 
máxima do PSII (Fv/Fm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
   
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Sistema de medição de parâmetros de fluorescência in situ com as diferentes réplicas 
(A). Colheita das amostras (B). Fluorómetro PAM portátil (C). Posição da fibra óptica sob a 
superfície do sedimento (D). Medição de temperatura (E).  
 
 
 
2.3.3. Parâmetros físicos  
 
Neste estudo, os parâmetros físicos medidos ao longo do período de medições in 
situ foram, a salinidade da superfície do sedimento (S, ups), a temperatura do sedimento 
(T, ºC) e a irradiância incidente (E, µmol m-2 s-1). A salinidade e a temperatura foram 
registadas com intervalos de 30 minutos, enquanto que, para a irradiância os intervalos 
de medição foram de 15 minutos. Para a determinação da salinidade retirou-se uma gota 
de água da camada superficial do sedimento e usou-se um refractómetro ATAGO S/Mill. 
A temperatura da camada superficial do sedimento foi registada com um termómetro de 
mercúrio colocada sob a amostra (Figura 3 E) enquanto que a medição da irradiância foi 
medida usando um radiómetro (sensor PAR LI-193SA e LI-250 light meter, Li-Cor, 
Nebraska, E.U.A).  
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2.4. Experiências laboratoriais 
 
2.4.1 Colheita das amostras  
 
No início do período de baixa-mar colheram-se amostras da camada superficial de 
sedimento para tabuleiros e em seguida foram levadas para o laboratório. Aí, as 
microalgas bênticas foram recolhidas do sedimento usando o método do “lens tissue” 
(Eaton & Moss 1966). Os tabuleiros foram colocados sob irradiância constante de 100 
µmol m-2 s-1 e foram colocadas porções de “lens tissues” (5x15 cm) na superfície do 
sedimento durante 30 minutos (Figura 4). Para a ressuspensão das porções de ”lens 
tissue“ foi utilizada água filtrada do local, obtendo deste modo a suspensão de 
microalgas. Previamente às medições de fluorescência a suspensão foi colocada numa 
câmara (Forma scientific Model 3744 S/N 34289-293), com um fotoperíodo de 12h luz: 
12h escuro, com temperatura constante de 20º C e irradiância de 200 µmol m-2 s-1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Procedimento laboratorial para a colheita de células pelo método do “lens tissue” (Eaton 
& Moss 1966). 
 
 
2.4.2. Medições de fluorescência 
 
As medições de fluorescência efectuadas em suspensões foram realizadas 
usando um fluorómetro PAM, constituído por uma unidade de controlo (PAM –Control 
Unit, Walz, Effeltrich, Alemanha) e por uma unidade de emissão-detecção WATER-EDF-
Universal (Gademann Instruments GmbH, Würzburg, Alemanha). Este instrumento usa 
uma luz modulada azul (LED com pico de emissão a 450 nm, em que metade da largura 
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da banda é de 20 nm) como fonte de luz de excitação, saturante e actínica (mais detalhes 
em Serôdio, 2004). As medições foram realizadas com uma fibra óptica de 1,5 mm de 
diâmetro ligada a uma cuvete de fluorescência (KS-101, Walz, Effeltrich, Alemanha) 
usando para isso um adaptador especial. As amostras foram mantidas a uma 
temperatura constante de 20º C, unindo a cuvete de fluorescência a um banho de 
recirculação de água (Frigiterm-10, Selecta, Espanha).  
A resposta à luz foi caracterizada construindo em simultâneo curvas de ETR vs. E 
(curvas de luz em estado estacionário) e de NPQ vs. E, em suspensões de 
microfitobentos expostas a níveis crescentes de irradiância. Cerca de 1 ml da suspensão 
foi submetido a 30 minutos de adaptação ao escuro. Seguidamente, a amostra foi 
colocada na cuvete e submetida a níveis crescentes de luz actínica (desde 0 µmol m-2 s-1 
a 1707 µmol m-2 s-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Procedimento laboratorial para a realização das curvas de fluorescência em suspensões 
de microfitobentos. 
 
 
Inicialmente foram aplicados pulsos saturantes no escuro com intervalos regulares 
de 2 minutos; posteriormente, ligou-se a luz actínica no primeiro nível de irradiância e 
pulsos saturantes foram novamente aplicados sob esta iluminação, com intervalos de 90 
s, até se atingir um estado estacionário de ∆F/F’m (mínimo 7,5 minutos). Após se ter 
atingido um estado estacionário de ∆F/F’m, subiu-se a luz actínica para o segundo nível de 
irradiância e assim sucessivamente até ao último nível de irradiância. 
Os parâmetros ETRrel e NPQ foram determinados para cada nível de luz actínica 
utilizando as equações (2) e (3) respectivamente, e foram construídas curvas de ETR vs. 
E e NPQ vs. E. Às curvas de ETR vs. E, foi ajustado o modelo de Platt et al. (1980) e os 
parâmetros α (declive inicial da curva de luz), ETRm (ETR máximo) e  (parâmetro 
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fotoinibitório) foram determinados para cada curva. O parâmetro de saturação luminosa 
Ek foi calculado através de Ek = ETRm/α. O modelo foi ajustado usando o programa “MS 
Excel Solver” e o ajuste das curvas foi bom (r>0,90) em todos os casos. As curvas de 
NPQ vs. E foram caracterizadas pelos parâmetros: NPQ(0) (NPQ no escuro), NPQ(1700) 
(NPQ máximo) e ENPQ min (a  irradiância sob a qual NPQ atinge o valor mínimo). Estes 
dois tipos de curvas de fluorescência de luz foram realizadas duas ou três vezes ao longo 
do dia. 
 
 
2.5. Composição taxonómica 
 
Em cada período de amostragem, 5ml de sub-amostras das suspensões de 
microfitobentos foram fixadas com 1% v/v de formaldeído (gluteraldeído) para posterior 
determinação da composição taxonómica. Para a determinação da abundância relativa 
de diatomáceas, euglenófitas e cianófitas foi utilizado 1 ml da sub-amostra que foi 
colocada numa câmara de Sedgewick-Rafter (Electron Microscopy Sciences) e 
observada usando um microscópio óptico (100x, 400x), efectuando uma contagem de 
400 células. A identificação das diatomáceas foi efectuada em preparações 
microscópicas definitivas preparadas por oxidação usando uma solução de 
permanganato de potássio saturada e ácido clorídrico concentrado. As espécies foram 
identificadas seguindo as descrições de Bourrely (Bourrely 1981), Hartley et al. (Hartley et 
al. 1996), Krammer e Lange-Bertalot (Krammer e Lange-Bertalot 1986,1988), Peragallo e 
Peragallo (Peragallo e Peragallo 1897) e Witkowski et al. (Witkowski et al. 2000). Para a 
determinação da percentagem relativa das diatomáceas foram contadas 400 valvas. 
 
 
2.6. Tratamento estatístico 
 
De modo a comparar os resultados obtidos em cada período de estudo (Julho e 
Novembro) foi utilizado o programa “Statistica 6.0” realizando um teste t de “Student” 
(Sokal & Rohlf 1981) entre os parâmetros obtidos nas curvas ETR vs. E e NPQ vs. E. 
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3.1. Variabilidade horária in situ 
 
Neste ponto são apresentados os dados relativos a quatro dias de medições in 
situ representativos da gama de variação observada ao longo do período de estudo: os 
dias 14, 17 e 27 de Julho e o dia 14 de Novembro. As Figuras 4, 6, 8 e 10 apresentam a 
variação horária dos parâmetros físicos salinidade, temperatura e irradiância, e as 
Figuras 5, 7, 9 e 11 apresentam a variação horária dos parâmetros de fluorescência 
∆F/F’m, Fv/Fm e Fo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Variação horária in situ da temperatura (T, ºC), salinidade (S, ups) e irradiância (E, µmol 
m-2 s-1), no dia 14 de Julho de 2004. A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
 
 
No dia 14 de Julho ocorreram dois períodos de baixa-mar diurnos, e verificou-se 
ausência de nebulosidade durante todo o dia. Ao longo deste dia, a irradiância aumentou 
atingindo o valor máximo cerca das 12h15m, e decresceu continuamente em seguida. No 
primeiro período de baixa-mar, os valores da irradiância aumentaram de 80 µmol m-2 s-1
 
até 1719 µmol m-2 s-1, enquanto os valores da temperatura e salinidade atingiram o valor 
máximo aproximadamente a meio deste período. A temperatura e a salinidade do 
sedimento aumentaram gradualmente de 16 para 20 ºC e 25 para 51 ups, 
respectivamente, decrescendo de seguida. No segundo período de baixa-mar os valores 
de irradiância decresceram de 880 µmol m-2 s-1 para 0 µmol m-2 s-1 enquanto a 
temperatura se manteve constante a 20 ºC, e a salinidade decresceu de 27 ups para 25 
ups (Figura 6). No primeiro período de baixa-mar, os valores de ∆F/F’m e Fv/Fm diminuíram 
à medida que a irradiância aumentou (Figura 7 A e B). No início do dia, verificou-se para 
irradiâncias inferiores a 525 µmol m-2 s-1, que os valores de ∆F/F’m decresceram 



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ligeiramente, de 0,590 a 0,425 em média, enquanto que Fv/Fm permaneceu 
aproximadamente constante (variando de 0,655 a 0,620).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Variação horária in situ de: o rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m) e irradiância 
(E, µmol m-2 s-1) (A); a eficiência máxima de luz do PSII (Fv/Fm) (B) e a biomassa produtiva 
microfitobêntica (Fo, u.a) (C), no dia 14 de Julho de 2004. Estão representados os valores de 3 
réplicas (1, 2 e 3). A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
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Quando os valores de irradiância se encontraram no intervalo entre 525 e 1072 
µmol m-2 s-1 observou-se uma diminuição acentuada dos valores de ∆F/F’m e de Fv/Fm, de 
41% e 55%, respectivamente, em relação ao valor medido no início do dia. Para 
irradiâncias superiores, os valores de ∆F/F’m e Fv/Fm mantiveram-se muito baixos, abaixo 
de 0,2 e 0,1, respectivamente. No segundo período de baixa-mar, os valores de ∆F/F’m e 
de Fv/Fm aumentaram, verificando-se uma maior variabilidade entre as três réplicas. No 
final do segundo período de baixa-mar os valores de ∆F/F’m atingiram 82% dos valores 
observados no início do dia e os valores de Fv/Fm atingiram 64% desse valor. No início do 
primeiro período de baixa-mar, verificou-se uma diminuição ligeira nos valores de Fo, 
correspondendo ao período em que os valores de Fv/Fm permaneceram 
aproximadamente constantes. A partir deste momento e para irradiâncias entre 525 e 620 
µmol m-2 s-1 os valores de Fo subiram acentuadamente, sendo o aumento médio de 228%, 
em relação ao valor medido no início baixa-mar (Figura 7C). Após este aumento, 
observou-se um decréscimo acentuado nos valores de Fo. No segundo período de baixa-
mar, os valores de Fo aumentaram de um modo menos acentuado ao verificado no 
primeiro período de baixa-mar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Variação horária in situ da temperatura (T, ºC), salinidade (S, ups) e irradiância (E, µmol 
m-2 s-1), no dia 27 de Julho de 2004. A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
 
No dia 27 de Julho ocorreram dois períodos de baixa-mar, sendo este dia 
caracterizado pela ocorrência de nevoeiro durante parte da manhã. No primeiro período 
de baixa-mar, os valores da irradiância aumentaram de forma muito ligeira até às 
10h00m, período durante o qual os valores da temperatura e salinidade permaneceram 
aproximadamente constantes (Figura 8).  
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Figura 9. Variação horária in situ de: o rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m) e irradiância 
(E, µmol m-2 s-1) (A); a eficiência máxima de luz do PSII (Fv/Fm) (B) e a biomassa produtiva 
microfitobêntica (Fo, u.a) (C), no dia 27 de Julho de 2004. Estão representados os valores de 3 
réplicas (1, 2 e 3). A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
 
 
A partir deste momento, a irradiância aumentou de uma forma muito acentuada, 
correspondendo ao desaparecimento da neblina matinal. A temperatura do sedimento 
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subiu até ao valor máximo de 21 ºC e a salinidade permaneceu aproximadamente 
constante, variando entre 39 e 41 ups. No segundo período de baixa-mar, verificou-se 
que os valores de irradiância e temperatura diminuíram enquanto os valores de 
salinidade aumentaram (Figura 8). Ao contrário do verificado a 14 de Julho, neste dia 
observou-se uma subida dos valores de ∆F/F’m, Fv/Fm e Fo no início do dia. A partir das 
10h00m, quando a irradiância foi superior a 600 µmol m-2 s-1, verificou-se um decréscimo 
acentuado dos parâmetros de fluorescência, que se manteve durante todo o período de 
baixa-mar (Figura 9 A e B). No segundo período de baixa-mar, os valores de ∆F/F’m 
aumentaram à medida que a irradiância diminuiu, verificando-se uma recuperação 
gradual até valores muito próximos dos observados no início do dia. Os valores de ∆F/F’m 
e Fv/Fm atingiram 104% e 75%, dos valores observados no início do dia, respectivamente. 
No segundo período de baixa-mar, os valores de Fo aumentaram gradualmente à medida 
que a irradiância aumentou, permanecendo inferiores aos valores observados durante a 
primeira baixa-mar. (Figura 7 C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Variação horária in situ da temperatura (T, ºC), salinidade (S, ups) e irradiância (E, 
µmol m-2s-1), no dia 17 de Julho de 2004. As barras cinzentas representam os períodos de preia-
mar. 
 
Contrariamente aos dias descritos anteriormente, no dia 17 de Julho ocorreu 
apenas um período de baixa-mar diurno. Neste dia, ocorreu nevoeiro durante a manhã, 
até cerca das 11h00m, e manteve-se alguma neblina ao longo de todo o dia. No início da 
baixa-mar os valores da irradiância apresentaram uma subida muito ligeira até cerca das 
11h00m, seguida de uma subida súbita para valores muito elevados. 
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Figura 11. Variação horária in situ de: o rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m) e irradiância 
(E, µmol m-2 s-1) (A); a eficiência máxima de luz do PSII (Fv/Fm) (B) e a biomassa produtiva 
microfitobêntica (Fo, u.a) (C), no dia 17 de Julho de 2004. Estão representados os valores de 3 
réplicas (1, 2 e 3). A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
 
 
A partir deste momento, e devido a passagem de nuvens, os valores da 
irradiância oscilaram frequentemente entre 600 e 2015 µmol m-2 s-1. A temperatura 
aumentou gradualmente ao longo do tempo, sendo o aumento de 16 º para 25 ºC. A 
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salinidade no início da baixa-mar aumentou de 25 para 45 ups e em seguida apesar do 
aumento da temperatura os valores mantiveram-se aproximados, decrescendo no fim da 
baixa-mar para valores de 40 ups (Figura 10). Durante o período de baixa-mar verificou-
se que, para valores de irradiância inferiores a 645 µmol m-2 s-1 os valores de ∆F/F’m e de 
Fv/Fm decresceram de um modo pouco acentuado, verificando-se um decréscimo 
acentuado até atingir valores nulos à medida que a irradiância aumentou. Enquanto os 
valores de ∆F/F’m permaneceram nulos entre as 11h00 e 12h20m os valores de Fv/Fm 
foram ligeiramente superiores. Durante o período em que a irradiância oscilou observou-
se uma variação rápida nos valores de ∆F/F’m, mantendo-se abaixo de 0,2. Em relação a 
Fv/Fm, verificou-se um padrão semelhante ao de ∆F/F’m embora os valores Fv/Fm tenham 
sido ligeiramente mais elevados (Figura 11 A e B). Ao longo do dia, Fo apresentou valores 
muito variáveis observando-se uma subida progressiva dos valores ao longo do período 
de baixa-mar (Figura 11 C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Variação horária in situ da temperatura (T, ºC), salinidade (S, ups) e irradiância (E, 
µmol m-2 s-1), no dia 14 de Novembro de 2004. As barras cinzentas representam os períodos de 
preia-mar. 
 
O dia 14 de Novembro apresentou um único período de baixa-mar, e distinguiu-se 
do dia 17 de Julho pela ausência de nebulosidade. Neste período de baixa-mar a 
irradiância aumentou de 750 µmol m-2 s-1 até um máximo de 942 µmol m-2 s-1, 
decrescendo gradualmente de seguida até 520 µmol m-2 s-1 (valor registado no início da 
imersão). Os valores da temperatura aumentaram de 12 ºC para 21 ºC e mantiveram-se 
aproximadamente constantes até ao fim do período de baixa-mar. No início, os valores da 
salinidade mantiveram-se aproximadamente constantes a 30 ups, aumentando em 
seguida para valores de 35 ups (Figura 12). Apesar da ausência de nebulosidade os 
valores de ∆F/F’m e Fv/Fm foram muito variáveis ao longo do dia. Os valores de ∆F/F’m 
decresceram até valores nulos à medida que a irradiância aumentou, e aumentaram à 
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medida que a irradiância diminuiu. Em relação a Fv/Fm verificou -se o mesmo em duas 
réplicas (Figura 13 A e B). Os valores de Fo diminuíram ao longo do período de baixa-
mar, sendo a diminuição mais acentuada no início da baixa-mar (Figura 11 C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Variação horária in situ de: o rendimento quântico efectivo do PSII (∆F/F’m) e irradiância 
(E, µmol m-2 s-1) (A); a eficiência máxima de luz do PSII (Fv/Fm) (B) e a biomassa produtiva 
microfitobêntica (Fo, u.a) (C), no dia 14 de Novembro de 2004. Estão representados os valores de 
3 réplicas (1, 2 e 3). A barra cinzenta representa o período de preia-mar. 
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3.2. Resposta à luz de ∆F/F’m 
 
De forma a caracterizar a resposta à luz de ∆F/F’m, foram seleccionados os dados 
dos dias 14 e 27 Julho, constituídos por dois períodos de baixa-mar, de forma a avaliar a 
reversibilidade da diminuição dos valores de ∆F/F’m sob irradiâncias altas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Dois padrões de variação ∆F/Fm’ com a luz, durante o 1º período baixa-mar (manha) e 
o 2º período baixa-mar (tarde). Valores de ∆F/F’m no dia 14 de Julho de 2004 (A) e no dia 27 de 
Julho de 2004 (B). Cada ponto representa o valor médio de 2 réplicas e as barras representam 1 
erro-padrão. 
 
 
Durante o período da manhã do dia 14 de Julho, ∆F/F’m apresentou um 
decréscimo pouco acentuado sob irradiâncias baixas mas bastante acentuado sob 
irradiâncias elevadas (irradiâncias superiores a 562 µmol m-2 s-1), encontrando-se os 
valores de ∆F/F’m abaixo de 0,1. Após o período de preia-mar, e à medida que a 
irradiância diminuiu, observou-se uma recuperação parcial dos valores de ∆F/F’m em 
relação aos registados durante a manhã (Figura 14 A). 
B 
A 
tarde 
manhã 
manhã 
tarde 
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Foi verificada uma resposta diferente no dia 27 de Julho. Durante a manhã os 
valores de ∆F/F’m apresentaram uma subida inicial, registada para irradiâncias inferiores a 
100 µmol m-2 s-1, seguida de uma descida pouco acentuada, estando os valores de ∆F/F’m 
acima de 0,2 (Figura 14 B). Neste dia e após o período de preia-mar verificou-se que os 
valores de ∆F/F’m aumentaram à medida que a irradiância diminuiu para valores próximos 
aos obtidos no início da baixa-mar, sendo a recuperação destes valores também parcial 
mas encontrando-se mais próximos dos registados durante a manhã.  
 
 
3.2. Resposta à luz de ∆F/F’m: sedimento vs. suspensões 
 
Para comparar a resposta à luz de ∆F/F’m entre amostras intactas e suspensões 
de microfitobentos foram comparados os resultados dos dias 14 e 27 de Julho, medidos 
in situ, com os obtidos no dia seguinte em condições laboratoriais constantes. 
 Foram consistentemente observados valores mais elevados de ∆F/Fm’ em 
suspensões do que em amostras intactas (Figura 15 A e 15 B). Comparando os dados do 
dia 14 e 15 de Julho, verificou-se uma resposta semelhante quer em suspensões quer 
em amostras intactas para iiradiâncias inferiores a 620 µmol m-2 s-1 (Figura 15 A). Sob 
irradiâncias superiores verificou-se uma resposta diferente, observando-se para 
suspensões um decréscimo quase linear nos valores de ∆F/Fm’ entre 0,655 µmol m-2 s-1 e 
0,245. Em sedimento intacto observou-se um decréscimo acentuado nos valores de 
∆F/Fm’, entre 0,590 e 0,044, mantendo-se estes inferiores a 0,1 para irradiâncias 
superiores a 1000 µmol m-2 s-1. No dia 27 e 28 de Julho, verificou-se para irradiâncias 
inferiores a 100µmol m-2 s-1, uma ligeira subida nos valores de ∆F/F’m em amostras 
intactas, decrescendo de seguida de uma forma pouco acentuada, sendo a diminuição 
entre 0,546 e 0,222 µmol m-2 s-1. Sob irradiâncias superiores a 1000 µmol m-2 s-1 estes 
valores mantiveram-se acima de 0,2. Em suspensões, observou-se uma diminuição 
quase linear dos valores de ∆F/F’m à medida que a irradiância aumentou, sendo esta 
diminuição de 0,624 para 0,222 µmol m-2 s-1.  
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Figura 15. Resposta à luz de ∆F/F’m em amostras intactas de sedimento e em suspensões no dia 
14 e 15 de Julho (A) e no dia 27 e 28 Julho (B). Cada ponto representa o valor médio de 2 réplicas 
e as barras representam 1 erro-padrão. 
  
 
3.4. Variabilidade sazonal e estudo de fotoaclimatação 
 
Para caracterizar o estado de fotoaclimatação das comunidades de 
microfitobentos e a sua variação à escala sazonal foram construídas em simultâneo 
curvas de ETR vs. E e de NPQ vs. E, descritas no capítulo anterior. As curvas ETR vs. E 
caracterizaram-se por um aumento linear nos valores de ETR para irradiâncias inferiores 
a 400 µmol m-2 s-1 e por um aumento gradual desses valores até um valor máximo, 
atingido a 1700 µmol m-2 s-1. A resposta à luz de ETR foi caracterizada pelos parâmetros 
α, ETRm e Ek obtidos a partir das curvas de ETR vs. E. A cada curva foi ajustado o 
modelo Platt et al. (1980) (Figura 16). As curvas de NPQ vs. E caracterizaram-se por um 
decréscimo nos valores de NPQ sob irradiância baixas e após um período de adaptação 
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ao escuro, até um valor mínimo ser atingido (ENPQmin) e por um aumento linear desses 
valores com a irradiância até um valor máximo atingindo a 1700 µmol m-2 s-1 (Figura 17). 
 
Platt et al., (1980) 
α ETRm β Ek r 
0,657 453,8 0,000 690,7 0,999826 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Exemplo de uma curva de ETR vs. E ajustada com o modelo Platt et al. (1980) usado 
para a determinação dos parâmetros α, ETRm e Ek. 
 
 
Apesar das curvas ETR vs. E e NPQ vs. E evidenciarem um padrão de variação 
semelhante, observou-se uma grande variabilidade ao longo dia. De modo a ilustrar a 
variabilidade horária ao longo do período de estudo, foram utilizados como exemplo os 
dados do dia 18 de Julho (Figura 17). Neste dia, verificou-se que, apesar de os valores 
de ETR terem sido semelhantes para irradiâncias baixas, foram bastante diferentes sob 
irradiâncias elevadas, observando-se que o valor mais elevado de ETR foi obtido na 
curva de ETR vs. E às 14h20m (Figura 17A). Nas curvas de NPQ vs. E observou-se uma 
grande variabilidade quer nos valores de NPQ no escuro, NPQ(0), quer no valor máximo 
de NPQ, NPQ(1700) (Figura 18 B). 
 Durante os dois períodos de estudo verificou-se que em condições laboratoriais a 
resposta à luz de ∆F/F’m evidenciou o padrão de variação típico, decrescendo de uma 
forma aproximadamente linear com o aumento da irradiância (Figura 18A). Em média, os 
valores de ∆F/F’m foram mais elevados em Julho do que em Novembro. Em Julho, 
observaram-se igualmente valores médios mais elevados de α, ETRm e Ek. Apesar dos 
dados sugerirem uma tendência em relação aos valores máximos destes parâmetros, em 
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que valores mais elevados foram alcançados em Julho, não se encontraram diferenças 
significativas entre os dois períodos de estudo (Tabela 2). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Exemplos de curvas de ETR vs. E (A) e NPQ vs. E (B), realizadas ao longo do dia 18 
de Julho.  
 
 
 
Nas curvas de NPQ vs. E, foram consistentemente observados valores mais 
elevados de NPQ no escuro do que os observados sob luz baixa (Figura 18 C). Todas as 
curvas mostraram valores elevados de NPQ no escuro que decresceram com a 
irradiância até ser atingido um valor mínimo (ENPQmin). O valor médio foi de 178,5 e 125,7 
µmol m-2s-1 em Julho e Novembro, respectivamente (Tabela 2). Os valores médios de 
NPQ(0) para Julho foram de 0,45 e para Novembro foram de 0,80. Para irradiâncias 
superiores a ENPQmin, os valores de NPQ aumentaram linearmente com a irradiância 
atingindo um valor máximo a 1700 µmol m-2 s-1, que foi tipicamente mais elevado que os 
valores obtidos no escuro. Em Julho, o valor máximo de NPQ foi de 1,50 enquanto em 
Novembro foi de 3,42. Foram encontradas diferenças significativas entre Julho e 
Novembro nos valores de NPQ no escuro (p<0,05) e nos valores máximos de NPQ 
14h20 
11h00 
18h20 
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(p<0,001). Verificaram-se valores mais elevados em Novembro, sugerindo uma 
capacidade mais elevada para a operação de NPQ em Novembro (Tabela 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Variação com a luz (E, µmol m-2 s-1) de ∆F/F’m (A); ETR (B); NPQ (C) medidos em 
suspensões de microfitobentos em Julho e Novembro. Cada ponto representa o valor médio das 
curvas realizadas ao longo do dia e as barras representam 1 erro-padrão. 
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Tabela 2: Valores médios de parâmetros medidos nas curvas de ETR vs. E e de NPQ vs. E 
durante dois períodos semi-lunares, Julho e Novembro. Os números da tabela entre parênteses 
representam os valores de irradiância (E, µmol m-2 s-1) sobre os quais se mediu o NPQ. Foram 
utilizados níveis de significância estatística de um teste t de “Student”.         
                                                                                                                                                                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
  
 
                                                                         
 
 
3.5 Composição taxonómica 
 
Ao longo dos dois períodos semi-lunares verificou-se uma mudança na 
composição taxonómica nas amostras de suspensões de microfitobentos (Figura 16). Em 
ambos os períodos de estudo a composição das amostras foi aproximadamente 
constante ao longo dos diferentes dias, sendo a variação máxima na abundância relativa 
das espécies individuais inferior a 5%. Em Julho, 87% do total da abundância relativa foi 
constituída por cinco espécies de diatomáceas: Nitzschia frustulum (Kützing) Grunow, 
Nitzschia perspicua Cholnoky, Parlibellus crucicula (W. Smith) Witkowski, Lange-Bertalot 
& Metzeltim, Navicula cf. gregaria Donkin e Nitzschia draveillensis Coste & Ricard. Em 
Novembro, o número de espécies com abundância relativa inferior a 2% aumentou para 
10, e quatro destas também apresentaram uma abundância inferior a 2% no período de 
amostragem de Julho: N. cf. gregaria, P. crucicula, N. frustulum e N. perspicua. Neste 
período as amostras foram dominadas por Gyrosigma fasciola (Ehrenberg) Griffth & 
Henfrey, cuja abundância relativa variou entre 25.6 to 49.8 % e o seu valor médio de 
41.5% do total de células contadas. Em Julho, o valor máximo de abundância destas 
espécies atingiu apenas 1,9%. As espécies com abundância inferiores a 2% foram 
Nitzschia acuminata W. Smith, Entomoneis alata (Ehrenberg) Ehrenberg, Tryblionella 
apiculata Gregory, Navicula phyllepta Kützing, e Entomoneis paludosa (W.Smith) Reimer, 
sendo que em todos os casos a abundância foi inferior a 7%. Nas duas campanhas de 
amostragem, euglenófitas (Euglena sp.) e cianobactérias (Merismopedia sp., Oscillatoria 
sp.) ocorreram em menos de 1% da contagem total de células. 
ETR vs. E NPQ vs. E 
Período de 
amostragem 
α ETRm Ek NPQ (0) 
NPQ 
(1700) ENPQmin 
Julho 0,606 375 619 0,45 1,50 178,5 
Novembro 0,582 294 505 0,80 2,42 125,7 
 
      ns                  ns                  ns         *                    ***                  ns 
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Figura 19. Percentagem relativa dos principais grupos presentes em suspensões de 
microfitobentos colhidas ao longo das duas campanhas de amostragem (Julho e Novembro). Para 
as diatomáceas apenas valores> 2% são apresentados. 
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4.1. Variabilidade horária in situ 
 
 De um modo geral, as zonas intertidais são caracterizadas por apresentarem uma 
grande variabilidade em factores físico-químicos tais como: irradiância, temperatura, 
salinidade e conteúdo em água do sedimento (Brotas et al. 2003). Neste estudo, ao longo 
dos dois ciclos semi-lunares, os parâmetros físicos medidos in situ (irradiância, 
temperatura e salinidade) apresentaram uma elevada variabilidade horária. Estes são 
factores que dependem das condições meteorológicas e que podem controlar o 
metabolismo das microalgas, influenciando as taxas fotossintéticas do microfitobentos, 
assim como, a resposta dos parâmetros de fluorescência medidos in situ. A magnitude 
destas mudanças está relacionada com a acção conjunta do tempo de exposição e das 
condições meteorológicas que determinam a natureza da troca de calor entre a atmosfera 
e o sedimento (Harisson & Phizacklea 1987). 
Os parâmetros de fluorescência medidos in situ apresentaram uma elevada 
variabilidade horária nos dois períodos de estudo. A eficiência máxima do PSII, medida 
quando todos os centros de reacção estão “abertos”, é proporcional à fracção dos centros 
de reacção capazes de converter a luz absorvida em energia fotoquímica (Falkowski & 
Kolber 1993). Os valores médios de Fv/Fm, medidos no início do dia, em amostras 
intactas de microfitobentos, foram relativamente elevados (0,58 - 0,66) e próximos de 
valores de Fv/Fm observados em culturas (Achnanthes longipes, 0,83; Amphora hybrida, 
0,71; Navicula mutica, 0,69; A. coffeaeformis, 0,58 – 0,60; Cylindrotheca closterium 0,7) 
(Rijstenbil 2003, Forster & Martin-Jézéquel 2005). Em diatomáceas valores de Fv/Fm 
próximos de 0,7 sugerem que as células se encontram em condições fisiológicas óptimas 
(Rijstenbil 2003). O rendimento quântico efectivo do PSII, é medido sob condições de luz 
contínua, de tal modo que, uma porção dos centros de reacção está “fechada”. 
Consequentemente, os valores de ∆F/F’m tendem a ser inferiores aos valores de Fv/Fm.  
O aumento da irradiância durante o período de baixa-mar leva a uma diminuição 
imediata de ∆F/F’m e Fv/Fm. Diminuições nestes parâmetros têm sido associadas à 
indução de mecanismos fisiológicos fotoprotectores, associados ao amortecimento 
reversível (qE) (Falkowski et al. 1994, Schofield et al. 1998, Ralph et al. 2002b) mediante 
o ciclo das xantofilas (Olaizola & Yamamoto 1994, Demming- Adams & Adams 1996). Os 
mecanismos fotoprotectores em diatomáceas estão associados ao ciclo das xantofilas, 
com a conversão reversível rápida do pigmento diadinoxantina (DD) em diatoxantina (DT) 
(Olaizola & Yamamoto 1994) induzindo, deste modo, o mecanismo de amortecimento 
não-fotoquímico mediante a dissipação térmica. Em amostras de campo, verificou-se que 
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os valores de ∆F/F’m diminuem consistentemente a meio do dia, devido aos diferentes 
processos de amortecimento não-fotoquímico. A regulação da actividade do PSII foi 
também verificada em diferentes grupos incluindo Sargassum (Schofield et al. 1998), 
Ulva (Henley et al. 1991), corais (Ralph et al. 1999, Levy et al. 2004) e ervas marinhas 
(Ralph et al. 2002b).  
Neste estudo, apesar de os resultados obtidos apresentarem o padrão de 
variação típico de ∆F/F’m e Fv/Fm com a luz, observou-se também um decréscimo muito 
acentuado nestes parâmetros sob irradiâncias superiores a 500 µmol m-2 s-1, sendo este 
decréscimo mais elevado nos dias de sol. Este decréscimo acentuado nos parâmetros 
fotofisiológicos, estará possivelmente associado aos valores elevados de irradiância que 
se verificaram nestes dias, sendo esta diminuição uma resposta ao histórico luminoso 
das comunidades de microfitobentos e não apenas uma resposta à intensidade luminosa 
em cada momento. Por outro lado, o decréscimo acentuado corresponde ao momento em 
que se desencadeia a migração descendente das microalgas (verificada pela diminuição 
de Fo). Kromkamp et al. (1998) sugere que, durante a migração vertical das microalgas, 
possa ocorrer uma micro-migração nos primeiros milímetros do sedimento onde as algas 
da superfície migram para as camadas mais profundas de modo a prevenir a fotoinibição 
e a limitação de CO2, sendo substituídas por outras microalgas com melhores condições 
fisiológicas, o que resultaria num aumento de Fv/Fm. Segundo Serôdio et al. (2005a) as 
microalgas apresentam um ritmo migratório endógeno, sincronizado com o ciclo de maré 
e dia/noite, em que se verifica uma migração vertical ascendente para a superfície do 
sedimento, durante os períodos de baixa-mar diurna. Este aumento nos valores de 
biomassa produtivo levou a um aumento nos valores Fv/Fm, e deveu-se também à 
presença de outras microalgas na superfície do sedimento. Por outro lado, os resultados 
obtidos recentemente por Serôdio et al. (2006 no prelo) demonstraram em amostras 
intactas de sedimento, mantidas em condições laboratoriais, a diminuição de Fo e Fv/Fm, 
sob irradiâncias superiores a 500 µmol m-2 s-1, o que está de acordo com os resultados 
obtidos in situ. Uma possível hipótese para o decréscimo acentuado de ∆F/F’m e Fv/Fm 
corresponder ao momento de migração descendente das microalgas é, o facto de 
existirem diatomáceas que não exibem mobilidade não podendo, deste modo, 
desencadear um mecanismo de fotoprotecção comportamental associado aos ritmos 
migratórios. Assim, estas espécies sem capacidades migratórias, estarão sujeitam a 
condições mais limitantes o que poderia ser responsável pela diminuição nos parâmetros 
fotofisiológicos in situ.  
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De forma a minimizar o efeito do histórico luminoso sob a amostra e a resposta 
migratória induzida pela adaptação ao escuro, Fv/Fm e Fo têm sido medidos usando curtos 
tempos de adaptação tais como: 2 (Serôdio et al. 2005), 5 (Serôdio et al. 2001) e de 15 
minutos (Honeywill et al. 2002). Neste estudo, a ocorrência de valores de Fv/Fm inferiores 
aos medidos sob luz contínua permitem inferir que os 2 minutos não foram suficientes 
para o relaxamento total dos centros de reacção. Por outro lado, o decréscimo acentuado 
nos valores de Fv/Fm poderá também estar associado ao processo de fotoinibição, uma 
vez que danos ao nível da proteína D1 são acompanhados por diminuições na eficiência 
máxima do PSII durante o dia, sendo diferente de outros processos reguladores, como o 
ciclo das xantofilas (Gorbunov et al. 2001). Esta componente de fotoinibição (qI) é um 
mecanismo de recuperação lenta que relaxa em horas e está tipicamente associado a 
danos ou mudanças nos centros de reacção do PSII (Krause et al. 1982, Walters & 
Horton 1991).   
Após os períodos de preia-mar e à medida que a irradiância diminuiu, não se 
verificou uma recuperação completa nestes parâmetros. Os valores de ∆F/F’m e Fv/Fm não 
atingiram os valores registados no início do dia, verificando-se uma recuperação parcial 
destes valores, sendo que a recuperação foi mais elevada nos dias em que ocorreu 
neblina durante a manhã. A rápida recuperação do rendimento quântico efectivo do PSII 
sugere que a resposta das microalgas sob intensidades luminosas elevadas está 
associada à regulação da actividade do PSII, evitando danos fotossintéticos que reduzem 
a fotossíntese por longos períodos (Henley et al. 1991, Osmond & Grace 1995, Jones & 
Hoegh-Guldberg 2001). A recuperação de Fv/Fm, estará associada ao rápido mecanismo 
reversível fotoprotector de dissipação de energia, qE, que relaxa em poucos minutos e 
que está associado ao gradiente transtilacoidal de pH (Quick & Horton 1984, Müller et al. 
2001). A diferença na resposta à luz verificada nestes dias poderá ter sido influenciada, 
por um lado, pelos efeitos cumulativos de irradiâncias crescentes e elevadas. Por outro 
lado, a alteração da comunidade na camada superficial da amostra também poderá ter 
sido responsável por esta diferença. 
A medição de Fo permite a monitorização das variações de biomassa na superfície 
do sedimento (Serôdio et al. 2001). Este parâmetro é o mais fiável para a avaliação da 
biomassa presente na zona fótica, considerando a contribuição para a fotossíntese 
integrada em profundidade (Serôdio et al. 2001). Considerando que a emissão de 
fluorescência por unidade de Chl a depende do estado fisiológico das microalgas, Fo tem 
sido utilizado preferencialmente a outros parâmetros de fluorescência, uma vez que se 
verificou ser o menos afectado por factores ambientais (Serôdio et al. 1997, 2001). A 
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medição de Fo requer um período de adaptação ao escuro como pressuposto essencial 
para a utilização da fluorescência como indicador da biomassa superficial. Como já foi 
referido, o tempo de adaptação deve de ser mínimo de forma a prevenir a uma resposta 
migratória induzida pelo tempo de adaptação e que resultaria num decréscimo da 
biomassa superficial (Consalvey et al. 2004b). Os valores de Fo, medidos ao longo deste 
estudo mostraram que, nos dias com ocorrência de dois períodos de baixa-mar houve um 
aumento substancial da biomassa produtiva, no início do dia (sob irradiâncias inferiores a 
500 µmol m-2 s-1), correspondendo à migração vertical das microalgas para a superfície 
do sedimento, seguida de uma diminuição acentuada. As migrações têm sido 
documentadas como deslocações em direcção à superfície do sedimento no início dos 
períodos de baixa-mar diurnos e no sentido inverso com a aproximação da preia-mar ou 
noite (Round & Palmer 1966, Serôdio et al. 1997). A acentuada diminuição sob valores de 
irradiância superiores a 500 µmol m-2s-1 poderá ser interpretada como um mecanismo de 
fotoprotecção comportamental para intensidades luminosas elevadas (Serôdio et al. 2006 
no prelo). Tem sido proposto que as microalgas bênticas estão adaptadas a responder a 
irradiância excessiva migrando para camadas mais escuras do sedimento (Round 1979, 
Admiraal 1984). No microfitobentos, o desenvolvimento de características de aclimatação 
a luz baixa no ambiente onde a exposição directa ao sol ocorre diariamente, pode ser 
facilitada pela regulação da migração das microalgas (Serôdio et al. 2004). A capacidade 
de migração vertical das microalgas torna-as aptas a escolherem, sob condições 
limitantes impostas pela variabilidade espacial (luz, tempo de exposição, dessicação, 
nutrientes) a condição óptima para a fotossíntese colocando-se ao longo do gradiente na 
zona fótica do sedimento (Admiraal 1984, Lamontagne et al. 1989, Kromkamp et al. 
1998). Durante os períodos de emersão, as diatomáceas bênticas estão sujeitas a 
processos de dessicação e danos por excesso de luz, causados por evaporação e 
intensidades luminosas elevadas. Nas zonas temperadas, a dessicação e temperatura 
elevada são responsáveis pela redução da fotossíntese e biomassa do microfitobentos 
em sedimentos vasosos (Guarini et al. 1999). Deste modo, o desenvolvimento de um 
mecanismo comportamental, alternativo aos mecanismos fotofisiológicos, permite-lhes 
uma maior resposta às condições ambientais extremas in situ. 
Neste estudo foi também comparada a resposta à luz de ∆F/F’m, entre suspensões 
de microalgas em condições laboratoriais constantes e sedimento intacto, in situ. Os 
resultados obtidos indicam claramente valores mais elevados de ∆F/F’m em suspensões 
do que em sedimento intacto. Esta diferença, pode ser devida ao facto de, em condições 
naturais, existirem factores físico-químicos que podem ser limitantes da actividade 
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fotossintética destas comunidades, controlando o metabolismo das microalgas e sendo 
responsáveis pela diminuição acentuada de ∆F/F’m. Devido à intensa actividade 
biogeoquímica dentro da zona fótica do sedimento, as condições ambientais ao longo da 
camada superficial de sedimentos intertidais são na maioria dos casos adversas para a 
fotossíntese (Admiraal et al. 1982) sendo responsáveis pela diminuição dos valores dos 
parâmetros fotofisiológicos obtidos in situ. Para além destes factores que podem ter sido 
responsáveis pelas diferenças de ∆F/F’m observadas, em condições laboratoriais 
constantes e in situ, outro factor associado à metodologia utilizada poderá ter influenciado 
os resultados obtidos. Em condições laboratoriais, o tempo de exposição sob cada nível 
de luz foi de 7,5 minutos a irradiância constante, enquanto que in situ, as amostras 
intactas de sedimento estiveram expostas a irradiância variável durante 15 minutos. 
Tendo em conta a elevada variabilidade nos parâmetros de fluorescência obtidos in situ, 
o efeito cumulativo de irradiância crescente e o recente histórico luminoso das 
microalgas, era de esperar que os valores de ∆F/F’m obtidos in situ, apresentassem uma 
diminuição mais acentuada do que os obtidos em condições laboratoriais constantes. Isto 
está de acordo ao verificado neste estudo em que os valores mais elevados foram 
obtidos em condições constantes. 
 
 
4.2. Resposta à luz de ∆F/F’m: efeito de histerese 
 
Ao longo do dois períodos de estudo observaram-se consistentemente valores 
mais elevados de ∆F/F’m, sob o mesmo nível de irradiância, durante a manhã do que 
durante a tarde. A resposta assimétrica da actividade fotossintética sob os mesmos níveis 
de irradiância, durante a manhã vs. tarde tem sido denominado por efeito de histerese 
(Vollenweider & Nauwerck 1961, Vollenweider 1965, Muller 1976). Existem várias 
hipóteses para o mecanismo de histerese diário: (1) mudanças diárias da actividade 
fotossintética devido a ritmos circadianos; (2) mudanças diárias na disponibilidade de 
nutrientes e CO2; (3) diminuições na fotossíntese devido à fotoinibição provocada por 
longos períodos de exposição a irradiãncias elevadas e (4) um aumento da 
fotorespiração durante a tarde (Falkowski et al. 1985 a,b). Em condições naturais, as 
algas estão expostas a mudanças diárias nas condições ambientais, particularmente 
irradiância e temperatura. A sincronização entre estes dois factores pode desencadear o 
fenómeno de histerese verificando-se uma elevada actividade fotossintética durante a 
manhã do que a verificada à tarde (Vonshak et al. 2001). Neste estudo, a depressão nos 
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valores de ∆F/F’m durante a tarde pode ser devida ao efeito cumulativo de irradiâncias 
crescentes e elevadas e ao recente histórico luminosos destas comunidades. Como já 
referido no ponto anterior, esta diferença na resposta à luz poderá ter sido devida 
também à alteração da comunidade na camada superficial da amostra. O fenómeno de 
histerese varia com a composição taxonómica e de espécie para espécie (Levy et al. 
2004). O efeito de histerese foi observado, através de medições de fluorescência da Chl 
a em vários estudos em corais (Ralph et al. 1999, Gorbunov et al. 2001, Lesser & 
Gorbunov 2001, Levy et al. 2004), mas ainda não tinha sido verificado para o 
microfitobentos estuarino, nomeadamente in situ.  
 
 
4.3. Variabilidade sazonal e estudo de fotoaclimatação 
 
As comunidades de microalgas estão sujeitas a uma variabilidade sazonal 
significativa (luz, temperatura, nutrientes, composição taxonómica e do estado fisiológico 
das comunidades) estando adaptadas a um ambiente de condições extremas. Por outro 
lado, estas comunidades podem responder à variabilidade de luz através da 
fotoaclimatação. A nível celular, a fotoaclimatação pode ser atribuída a mudanças nos 
complexos de antena ou nos pigmentos que constituem os centros de reacção, pela 
quantidade total de pigmentos por célula, ou pela razão dos diferentes pigmentos ou em 
ambos (Richardson et al. 1983). Quando a resposta das microalgas muda em função da 
intensidade de luz, a aclimatação do aparelho fotossintético ocorre resultando numa 
optimização da eficiência fotossintética destas comunidades. Sob luz baixa, este 
processo assegura que a taxa de fotossíntese máxima seja mantida, enquanto que, sob 
luz elevada, este processo ajuda a impedir danos fotofisiológicos (Defew et al. 2004).  
 Neste estudo, as curvas de resposta de fluorescência à luz são uma forma de 
caracterizar o estado de fotoaclimatação de biofilmes de microfitobentos e estão a ser 
adoptadas como uma aproximação às curvas tradicionais de fotossíntese-luz (P-I) 
(Kromkamp et al. 1998, Barranguet & Kromkamp 2000, Perkins et al. 2002, Underwood 
2002). Tendo em conta que as curvas de luz obtidas em amostras intactas de 
microfitobentos, podem ser influenciadas pelos ritmos migratórios naturais ou induzidos 
durante a própria curva (Perkins et al. 2002) associado ao efeito de integração em 
profundidade (Serôdio 2004, Forster & Kromkamp 2004), a caracterização do estado de 
fotoaclimatação destas comunidades foi realizado utilizando suspensões de 
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microfitobentos, sendo deste modo, a resposta à luz interpretada como resultado de um 
comportamento apenas fisiológico.  
Os resultados obtidos nas curvas de ETR vs. E foram consistentemente mais 
elevados em Julho do que em Novembro. Em Julho, as comunidades de microalgas 
apresentaram valores médios mais elevados do declive inicial da curva (α), da taxa 
máxima de transporte de electrões (ETRm) e do parâmetro de saturação luminosa (Ek). O 
parâmetro α, consiste na taxa de fotossíntese por unidade de biomassa e por unidade de 
irradiância incidente e indica a eficiência de utilização de luz pela biomassa produtiva,  
sob irradiâncias baixas para a fixação do CO2 (Kirk 1994).  
Em Julho, os valores mais elevados de α indicariam uma maior eficiência de 
utilização da luz incidente provavelmente pela aclimatação destas comunidades a 
condições de Verão. Por outro lado, as variações de α e ETRm  estão em conformidade 
com as mudanças nos níveis de irradiância predominante, durante o histórico luminoso 
recente, indicando uma grande plasticidade da resposta à luz com a rápida regulação de 
Ek. Isto está de acordo com o conceito de fotoaclimatação através de mudanças em Ek 
semelhantes à irradiância predominante numa escala de tempo de horas a dias (Variação 
de Ek dependente de E, Behrenfeld et al. 2004). Tal está em conformidade com o 
verificado neste estudo, em que se observaram valores mais elevados nestes parâmetros 
em Julho do que em Novembro, em consequência de valores mais elevados de 
irradiância que se observaram no primeiro mês, estando de acordo com o conceito de 
aclimatação. Um aumento nos valores de Ek é tipicamente observado como aclimatação 
a irradiâncias elevadas, e dá-nos a indicação da irradiância sob a qual a energia é 
desviada da cadeia fotoquímica e dissipada termicamente (Henley 1993, Gévaert et al. 
2002). Por outro lado, um aumento em ETRm indica uma activação das enzimas, 
nomeadamente a RUBISCO. Contudo, entre Julho e Novembro, não foi encontrada uma 
variabilidade sazonal significativa para estes parâmetros, possivelmente devido à elevada 
variabilidade horária verificada nos valores absolutos dos parâmetros das curvas de ETR 
vs. E, que acabaria por influenciar os valores médios. Deste modo, apesar de não se 
verificarem diferenças sazonais significativas para ETRm e Ek, os valores em Julho foram 
visivelmente mais elevados que os verificados em Novembro, sugerindo que, em Julho, 
as microalgas estariam fotoaclimatadas a irradiâncias elevadas. 
Quando observámos os dados relativos aos parâmetros de fluorescência 
relacionados com a capacidade máxima de NPQ (NPQ(1700)) e NPQ no escuro 
(NPQ(0)),  verificou-se  uma variabilidade sazonal significativa entre os dois períodos de 
estudo. Em Novembro foram registados os valores mais elevados destes parâmetros, 
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sugerindo mudanças importantes na resposta fotoprotectora potencial, associadas à 
aclimatação sob as condições de Inverno. Esta mudança sazonal na operação de NPQ, 
pode ser devida à variação do “pool” de pigmentos do ciclo das xantofilas (DD e DT), 
tendo em conta que o seu tamanho aumenta em resposta a temperaturas baixas. Esta 
resposta foi verificada quer em diatomáceas (Anning et al. 2001) quer em plantas 
superiores (Müller et al. 2001). A DD e a DT encontram-se presentes nos cloroplastos 
das diatomáceas e têm a capacidade de se converterem um no outro por acção da luz 
(sob luz elevada e no escuro a DD sofre de-epoxidação e converte-se em DT; sob luz 
baixa a DT sofre epoxidação e converte-se em DD) (Rowan 1989, Brotas 1995). Deste 
modo o aumento de NPQ observado em Novembro pode ter resultado do aumento do 
“pool” de DD, como consequência da aclimatação a temperaturas baixas (Serôdio et al. 
2005b). A exposição directa à luz solar sob temperaturas extremas (muito baixas ou 
elevadas) pode provocar danos ao nível do aparelho fotossintético. A operação do ciclo 
das xantofilas é um processo enzimático, esperando-se que temperaturas baixas possam 
diminuir a resposta fotoprotectora das microalgas. O aumento de pigmentos no ciclo das 
xantofilas no Inverno, sob temperaturas baixas, torna-se assim vantajoso para as células 
microfitobênticas, realçando a sua capacidade de fotoprotecção e alcançando um 
elevado grau de de-epoxidação. Uma diminuição no tamanho do “pool” de DD pode ser 
esperado considerando os níveis baixos de irradiância que se verificaram em Novembro, 
bem como temperaturas baixas, uma vez que foi demonstrado em diferentes microalgas, 
que o conteúdo de DD aumenta com o aumento da irradiância (Casper-Lindley & 
Björkman 1998, Moisan et al. 1998, Meyer et al. 2000, Rijstenbil 2003). A capacidade 
para desenvolver NPQ no escuro tem sido considerada uma vantagem adaptativa, 
representando uma forma de prevenir, a degradação dos pigmentos do ciclo das 
xantofilas durante prolongados períodos de escuro. A formação de NPQ no escuro está 
associada ao gradiente transtilacoidal de pH que se forma no escuro e tem sido 
genericamente atribuído ao processo de clororespiração (Olaizola & Yamamoto 1994, 
Jakob et al. 2001). Por outro lado, considerando a mudança substancial na composição 
taxonómica observada entre Julho e Novembro, o aumento sazonal na capacidade de 
NPQ poderá ser interpretado como um processo de sucessão de espécies. Tal processo 
estaria associado a uma vantagem competitiva, por parte da população, com a aptidão de 
desenvolver uma elevada capacidade fotoprotectora. Embora o ciclo das xantofilas seja 
conhecido em diatomáceas, a de-epoxidação e epoxidação do ciclo das xantofilas, varia 
de espécie para espécie (Casper-Lindley & Björkman 1998). 
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 Mudanças sazonais de temperatura, irradiância e salinidade têm provavelmente 
uma grande influência na composição de espécies epipélicas (Underwood 1994), 
variando nos estuários, devido à sazonalidade de nutrientes e diluição (Ogilvie et al. 
1997). A alteração da comunidade de microalgas pode ter sido devida a causas que não 
estão relacionadas com a fotoprotecção, e deste modo, o aumento da capacidade de 
NPQ, pode ser interpretado como o resultado da aptidão de muitas espécies, para a 
aclimatação fisiológica a mudanças sazonais nas condições de luz e temperatura.  
O padrão de variação das curvas de NPQ vs. E encontrado em microfitobentos, é 
semelhante à resposta de NPQ à luz verificada em cianobactérias (Campbell & Öquist 
1996, Green & Oliver 2003). Porém, em cianobactérias, a variação de NPQ observada 
sob luz baixa, tem sido atribuída a um processo fisiológico, denominado por transição de 
estado, e que não ocorre nas diatomáceas (Owens 1986, Ting & Owens 1993, Lavaud et 
al. 2002a). Em ambos os casos, NPQ atinge um valor mínimo sob irradiâncias 
moderadas (ENPQmín). Em cianobactérias foi encontrada uma relação entre ENPQmín e o 
estado de fotoaclimatação das microalgas (Campbell & Öquist 1996). A similaridade entre 
as curvas de NPQ vs. E nos dois grupos de microalgas e a determinação de ENPQmín pelo 
valor de NPQ no escuro, ocorrendo o seu relaxamento sob luz baixa e o seu início sob 
luz elevada, são factores que podem estar associados à aclimatação térmica ou 
fotoaclimatação em biolfilmes microfitobênticos dominados por diatomáceas, sugerindo a 
possibilidade de existência de uma relação semelhante, à verificada em cianobactérias, 
Apesar de não se ter observado diferenças sazonais significativas nos valores de ENPQmín 
nos dois períodos de estudo, o valor médio mais elevado de ENPQmín observado em Julho 
estaria de acordo com o que seria de esperar no caso de fotoaclimatação a irradiâncias 
elevadas. 
 
 
4.4. Implicações do estudo 
 
Os estudos in situ são de extrema importância do ponto de vista científico, uma 
vez que nos permitem o estudo do comportamento das comunidades em condições 
naturais, difíceis por vezes de simular correctamente em laboratório. No que se refere ao 
microfitobentos estuarino, estas comunidades estão sujeitos a uma variabilidade temporal 
significativa nas escalas de tempo horária (irradiância, temperatura e salinidade), semi-
lunar (marés-vivas, marés-mortas) e sazonal (variação sazonal de parâmetros 
ambientais, composição taxonómica e estado fisiológico das comunidades) (Serôdio et al. 
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2001). A obtenção de séries temporais in situ com elevada resolução, permite a 
caracterização adequada das taxas fotossintéticas destas comunidades, bem como a 
optimização de planos de amostragem. Por outro lado, é importante salientar a relevância 
deste estudo, uma vez que, ao nível do microfitobentos estuarino este é pioneiro nas 
medições de parâmetros de fluorescência in situ (obtenção de séries temporais com 
elevada resolução), sendo essencial para a caracterização do comportamento destas 
comunidades, devido à elevada variabilidade subjacente às zonas intertidais, quer ao 
nível espacial quer temporal. Este tipo de estudos, tem ainda um papel fundamental na 
modelação da produtividade primária destas comunidades. Modelos recentes têm 
referido a importância dos ritmos migratórios (variações de biomassa microfitobêntica) na 
quantificação das taxas instantâneas de fotossíntese integradas em profundidade, 
modelando-as em função da biomassa produtiva explícita (Guarini et al. 2000, Serôdio e 
Catarino 2000) ou implicitamente (Pinckney e Zingmark 1993). A influência da 
variabilidade horária na biomassa produtiva é modelada em função dos ciclos solares e 
de marés, resultando na previsão de valores máximos de biomassa, coincidentes com o 
meio do dia, sob irradiância máxima (PincKney & Zingmark 1993, Guarini et al. 2000, 
Serôdio e Catarino 2000). Contudo, neste estudo, os resultados obtidos de biomassa 
produtiva microfitobêntica (Fo) indicam uma migração vertical ascendente registada no 
início do dia (sob irradiâncias baixas), e uma migração vertical descendente sob 
irradiâncias elevadas. Deste modo, os pressupostos usados para o padrão horário de 
biomassa em modelação devem ser revistos, tendo em conta a elevada variabilidade 
horária in situ, uma vez que podem traduzir uma simplificação do observado em 
condições naturais. 
 
 
4.5. Conclusões 
 
A utilização da fluorometria PAM permite a medição de vários parâmetros de uma 
forma rápida, quase instantânea, e tornou-se numa metodologia muito importante para 
caracterizar os padrões de variabilidade in situ das comunidades microfitobênticas em 
zonas intertidais. Contudo, a aplicação desta metodologia in situ envolve um conjunto de 
pressupostos (adaptação da amostra ao escuro) associados quer à medição dos 
parâmetros fotofisiológicos, quer à ecologia e dinâmica destes sistemas intertidais bem 
como as comunidades microfitobênticas. O uso desta metodologia in situ mostrou-se 
apropriado para caracterizar, com elevada resolução a variabilidade nas escalas horária e 
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sazonal das comunidades microfitobênticas. No presente estudo, verificou-se uma 
elevada variabilidade às escalas horária e sazonal nos parâmetros físicos bem como nos 
parâmetros fotofisiológicos e caracterizadores da biomassa. A realização deste estudo 
permitiu concluir que em condições naturais o histórico luminoso recente do 
microfitobentos estuarino tem um papel crucial na resposta fotossintética às variações de 
intensidade luminosa pelo microfitobentos estuarino. As comunidades microfitobênticas 
apresentaram ainda, uma resposta assimétrica da eficiência fotossintética onde é 
evidente o fenómeno de histerese com uma depressão nos valores de ∆F/F’m registada à 
tarde. Neste estudo ainda se verificou uma variação sazonal no estado de 
fotoaclimatação das microalgas e na capacidade de desenvolvimento de mecanismos de 
fotoprotecção. A variação sazonal na resposta à luz foi acompanhada por uma mudança 
substancial na composição taxonómica das amostras de microfitobentos, o que foi 
interpretado como resultado de alterações na resposta fotoprotectora associada à 
aclimatação a condições de Inverno.  
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